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概    要 アダプター蛋白質 3BP2 は Syk により直接チロシンリン酸化を受け、抗原刺激によ
るマスト細胞の脱顆粒を促進的に調節する。最近我々は、pervanadate 処理をしたマスト細胞の抽出液
を用いてプロテオミクス解析を行い、3BP2 の新たな会合蛋白質として非受容体型チロシンホスファタ
ーゼ SHP-1(SH2 domain-containing phosphatase-1)を同定した。その会合様式を解析した結果、SHP-1
が 3BP2 の SH2 ドメインに会合し、その会合に SHP-1 の Tyr564 のチロシンリン酸化が必要であるこ
とを明らかにした。さらに、SHP-1 と 3BP2 の直接的な会合が抗原刺激したマスト細胞で認められた。
野生型 SHP-1 をマスト細胞に過剰発現させると抗原刺激による TNF-産生の上昇が認められるが、
3BP2 とは会合出来ない Tyr564 をフェニルアラニンに置換した SHP-1 変異体を発現する細胞では野生
型ほどの上昇が認められなかった。それゆえ、抗原刺激により活性化したマスト細胞において、3BP2
は SHP-1 と会合することで TNF-の産生を促進している可能性が新たに示唆された。 
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 アダプター蛋白質 3BP2 は c-Abl の SH3 ドメイ
ンに会合する分子として同定された。その発現は B
細胞、T 細胞などのリンパ球に加え、マスト細胞や
破骨細胞などのミエロイド系細胞に認められる。
これまで、3BP2 の生理機能に関する解析はリンパ
球を中心に行われてきた。B 細胞において 3BP2
が Syk と会合することを皮切りに、Vav1 や PLC
γ2 と会合することが明らかにされた（Deckert et 
al., Immunity, 1994; Foucault et al., Blood, 
2004）。我々は、3BP2 が B 細胞受容体の活性化に
伴い Syk によりチロシンリン酸化されることを見
出し、Syk によるチロシンリン酸化が Vav1 や PLC
γ2 との複合体形成および転写因子 NFAT の活性
化に必要であることを明らかにした（Shukla et al., 
J. Biol. Chem., 2009、図１）。一方、我々はミエロ
イド系細胞、特にマスト細胞における 3BP2 の生
理機能についても解析を行っている。これまで、
3BP2 がマスト細胞に高レベルで発現しており、
IgE 受容体刺激に応じて Syk によりチロシンリン
酸化されることを世界に先駆けて明らかにした。
さらに、3BP2 の SH2 ドメインをマスト細胞に過
剰発現させると、IgE 受容体刺激による脱顆粒反応
が強く抑制されることを見出した（Sada et al., 
Blood, 2002; Miah et al., Genes Cells, 2004）。こ
のようにマスト細胞における 3BP2 の機能解析は、
我々が世界の先頭に立って推し進めている。なお
ごく最近、3BP2 が破骨細胞の分化を促進する役割
を有することが他のグループにより報告された 
(Guezguez et al., J. Biol. Chem., 2010)。
これまでに行った研究により、3BP2 の SH2 ド
メインをマスト細胞に過剰発現させると、IgE 受容
体刺激による脱顆粒反応が強く抑制されることが
明らかとなっている。この結果は、3BP2 の SH2
ドメインに会合する分子が IgE 受容体シグナルに
深く関与している可能性を示唆している。そこで、
pervanadate 処理をしたマスト細胞から、3BP2 の
SH2 ドメインに会合する蛋白質をプロテオミクス
解析により網羅的に探索した。その結果、チロシ
ンリン酸化された SHP-1 が 3BP2 に会合すること
を新たに見出した。 
本研究の目的はアダプター蛋白質 3BP2 による
SHP-1 の活性制御機構を明らかにし、新たな視点
からマスト細胞活性化の分子メカニズムを明らか
にすることにある。 
具体的には以下の点に焦点をあて解析を行った。 
１．マスト細胞活性化との関連性 
マスト細胞の活性化に 3BP2 と SHP-1 の会合が
どのように関連するのか、経時的にモニタリング
する。 
２．会合の分子メカニズム 
 SHP-1と 3BP2の会合にはSHP-1のチロシンリ
ン酸化が必須である。そこで具体的に、どのチロ
シン残基のリン酸化が必要なのか明らかにする。
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さらに、SHP-1 と 3BP2 の会合が直接的なものな
のか、Far-western 法により解析する。 
３．マスト細胞活性化に及ぼす影響 
3BP2 と SHP-1 の会合が IgE 受容体刺激による
脱顆粒反応や、炎症性サイトカインの産生に及ぼ
す影響を細胞生物学的に解析する。 
 
 
１）マスト細胞活性化との関連性 
HA-myc タグを付した 3BP2 を安定に発現する
マスト細胞株を樹立し、SHP-1 と 3BP2 の会合を
抗 HA 抗体による免疫沈降により解析した。その
結果、SHP-1 は抗原刺激に依存して 3BP2 と会合
する事が明らかとなった。SHP-1 と 3BP2 の会合
が抗原刺激後、経時的に変化することから、両者
の会合にチロシンキナーゼとホスファターゼが関
与している可能性が示唆された。 
２）会合の分子メカニズム 
 3BP2 の SH2 ドメインは、蛋白質に存在する
YEN モチーフという配列に含まれるリン酸化チロ
シンを認識することが明らかとなっている。
SHP-1 には YEN モチーフに相当するチロシン残
基が一つ存在する(Tyr564)。そこで Tyr564 を含む
SHP-1 の合成ペプチドを作成し、3BP2 との会合
を検討したところ、3BP2 はリン酸化型 Tyr564 を
含むペプチドにのみ、高いアフィニティーを示し
た。また、3BP2 は Tyr564 をフェニルアラニンに
置換した SHP-1 変異体（Y564F）とは会合出来な
いことを明らかにした。さらに Far-western 法を
用いた解析から、3BP2 は介在蛋白質を必要とせず、
直接リン酸化型 SHP-1 と会合することを明らかに
した。以上の結果により、抗原刺激に応じて SHP-1
の Tyr564 がチロシンリン酸化されると、3BP2 が
SH2ドメインを介してSHP-1と直接会合すると考
えられた。 
３）マスト細胞活性化に及ぼす影響 
 野生型SHP-1及び 3BP2に会合できないY564F
変異体を安定に発現するマスト細胞株を作製し、
抗原刺激による脱顆粒反応および炎症性サイトカ
インである TNF-の産生に及ぼす影響を解析した。
その結果、野生型 SHP-1 や Y564F 変異体を過剰
発現しても、抗原刺激による脱顆粒反応に影響は
認められなかった。一方、野生型 SHP-1 の過剰発
現により、TNF-の産生が強く促進されたが、
Y564F変異体ではSHP-1の過剰発現の効果が著し
く減少した（図１）。それゆえ、3BP2 は SHP-1 と
の会合を介して抗原刺激による TNF-産生を促進
する可能性が新たに考えられた。 
今後の課題として、3BP2 との会合が SHP-1 の
チロシンホスファターゼ活性に及ぼす影響や、
SHP-1 の細胞内局在にどのような影響を与えるの
か解析する必要があると考えている。 
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